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Abstract of EP0945461 

A lipopeptide (I) is new and comprises a partial peptide containing 10-40 amino acids and at least one 
antigenic determinant specific for cytotoxic T lymphocytes. A lipopeptide (I) is new and comprises a 
partial peptide containing 10-40 (especially 10-20) amino acids and at least one antigenic determinant 
specific for cytotoxic T lymphocytes. The lipopeptide comprises at least one 10-20C fatty acid 
derivatives (a) - (c) and/or at least one modified steroid group coupled to functional groups alpha NH2 
or epsilon NH2of the amino acids; (a) 2-aminohexadecanoic acid; (b) a lipopeptide of formula (A); or 
(c) a lipopeptide of formula (B); Independent claims are also included for the following: (1) a vaccine 
against a pathogenic agent containing (I); (2) use of (I) for the preparation of a medicament for: (i) 
immunizing a human or animal against an antigen by inducing cytotoxic T-lymphocytes; (ii) 
immunizing a human or animal against tumor cells; and/or (iii) immunizing human or animal against 
pathogens; (3) a pharmaceutical composition (II) comprising (I) and diluents or pharmaceutically 
acceptable compatible adjuvants 
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(54) Upopeptides inducteurs des lymphocytes T cytotoxiques et utilisation comme vaccins 

(57) Upopeptides inducteurs des lympliocytes cyto- 
toxiques comprenant une partie peptidlque ayant entre 
1 0 et 40 acides amines environ et comportant au moins 
un determinant antig^nique induisant sp6cifiquement 
des lymphocytes T cytotoxiques. Les lipopeptides com- 
prennent 6galement une ou plusieurs chaTnes d6riv6es 
d'acides gras clioisis parmi I'acide 2-aminohexadeca- 
noTque, le pim^lautide et le trimexautide et/ou un ou plu- 
sieurs groupements st^roTdes modifies. 

Lesdits lipopeptides peuvent gtre utiliste pour 
llmmunisation du corps humain ou animal a I'enconlre 
d'un aiTtig^e, d'agents pathog^nes, tels que des virus 
ou des parasites. La partie peptidique peut notamrnent 
§tre un fragment de la prot^ine codte par le g^ne ENV 
des virus HIV, en particulier le fragment 312-327 ou le 
fragment 302-336 de cette prot^ine. 
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Description 

[0001 ] La pr^sente invention a pour objet de nouveaux lipopeptides inducteurs des lymphocytes T cytotoxiques. 
[0OO2] Elle a d'autre part pour objet I'utilisation de tels lipopeptides commie vacdns. 

5 [0003] La plupart des vaoclns utilises indulsent une r^nse par rinterm^iaire des antlcorps. Ntenmoins . il a 6t^ 
montr6 que ies lymphocytes cytotoxiques peuveiit de mani^re efficace prot^ger des souris contre divers microorganis- 
mes pathog^nes (Skehel et ai. Proc. Natl. Acad. Sd. USA. 1982, 79; 968 ; Lukacher al. Exp. Med. 1984 . 160: 814). 
Ceci a 6t6 aussi montr6 pour des lymphocytes T cytotoxiques humains dirigte comre des cytom^alovirus (Quinnan et 
a!.. N. Engl. J. Med. 1982. 307: 7, Rook et al . Am. J. Med. 1984, 76: 385). Cependant peu de choses sont connues 

w concernant I'induction de I'immunit^ due aux lymphocytes. 

[0004] Des auteurs ont teme d'induire in vivo des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) k I'aide de peptides d^riv^ de 
I'ovalbumine (Carbone et al. J. Exp. Med. 169: 603, Ishloka et al. 1989, J. Immunol. 143:1094). Ces auteurs ont obtenu 
des immunisations, mais ces r^sultats sont sp^cifiques des peptides d6rlvte de I'ovalbumine . 
[0005] AlCHELE et al. ( 1990) J. Exp. Med. 1 71 : 1815) ont , quant k eux r^ussi k induire une r^onse T cytdytique 

15 par des injections r^^^es in vivo d'un peptide synth6tique en Emulsion dans de I'adjuvant tncomplet de Freund . Ces 
auteurs n'indiquent pas importance de I'adjuvant dans leurs conditions dlmmunisation. Cependant, ils laissent suppo- 
ser qu'un adjuvant est n^cessaire k I'obtention d'une telle r^ponse . 

[0006] La demande EP-203.676 a pourobjet un vacdn destine k induire une r^ponse par I'interm^iaire des cellules 
T . comprenam des conjugute peptlde-adde gras. L'adde gras uUilsd est I'adde palmitique. Cependant , ce vacdn 

20 comprend aussi de i'adjuvant de Freund . 

[0007] A la connalssance du demandeur , seuls DERES et al. (Nature. Volume 342. 30 Novembre 1989) ont dterit 
I'utilisation d'un lipopeptide syrrth^ue pour induire in vivo Ies lymphocytes T cytotoxiques (CTL) . Dans cet article , le 
fragment NP 147-158 d'une nucl6oprot6ine du virus influenza est couple avec du tripalmitoy1-S-glyc6ryl cyst6inyt-s6ryt- 
s6rine(P3CSS). 11 estmontri que le conjugu^ peptide NP 147-1 58-lipide P3CSS induit une reponse CTL contre des 

zs cellules cibles infect^es par le virus influenza, tandls que des souris immunise avec seulement le peptide NP 147- 
158 ou avec le peptide Ser Ser-NP 147-158 ne g6n6rent pas de lymphocytes T cytotoxiques dirigte contre ce virus. 
[0008] II est aussi d noter qiie des lipopeptides ont d6Jd ^6 utilises pour induire des reactions immunologiques vis- 
d-vis d'antigdnes pr^s , mais Ies rinses engendr^es impliquent la synthtee d'anticorps, et non des r6ponses lym- 
ph ocytaires T. 

30 [0009] HOPP ( Molecular Immunology, 21 , 13-16, 1984) a montr6 que Ton pouvait obtenir des anticorps dirigfe contre 
un d^erminant du virus de I'hepatite B en immunisant des lapins k I'aide d'une molecule constituee d un peptide de 15 
addes aminte correspondant au d^emninant antig^ique du virus de I'hepatite B et d'un rteidu pseudolipidique, la 
dipalmitoyi lysine. 

[001 0] La demande EP-g3.851 d^crit des lipopeptides comprenant une sequence peptldique de 6 & 50 acides ami- 
ss n^s Ii6e k une partie lipophile telle qu'un adde gras palmitique, stSarique , b^Snique, olSique ou mycolique . II est 
mentionn^ que ces lipopeptides induisent la synthase d'anticorps. 

[0011] L'artide de WiesmDIIer et al (Vaccine, vol.7, n°1 , 29-33, 1989) d^crit I'utilisation d'un lipopeptide forme d'une 

partie de la s^uence du virus FMDV ( VP^) et du lipide P3CSS pour induire la synthese d'anticorps. 

[001 2] Le r6sum6 de l'artide de Jacob et al (Chemical Abstracts, vol. 1 04, n°2l , 472, abr6g6 1 84.455 x, 1 986) con- 

40 cerne I'induction de la synthtee d'anticorps par un lipopeptide formg de la toxine tdtanique li^e k un r^idu dipalmityl. 
[0013] Le xisumb de l'artide de Watari et al (Chemical Abstracts, vol. 106, p 516, resume n° 154.381 u, 1987) est 
relattf k I'utilisation de peptides con-espondant k la region N-terminale de la glycoprot^ine D du virus HSV oouplte k 
l'adde palmitique . II est indiqu^ clatrement dans cet article quil y a induction d'une r^onse par Hnterm^iaire des cel- 
lules T mais que cette reponse n'est pas due a des lymphocytes T cytotoxiques . 

45 [0014] Deux autres documents concement la synthese et I'^de de la structure de lipopeptides . 

[001.5] La demande Internationale WO 89 lO 348 a pour objet des lipopeptides d^rivte d'addes gras tels que Ies 
addes aminoeicosanique, aminodteanoTque, aminot6trad6canoTque, bromodteanoTque et bromodod6canoique. 
[001 6] II est mentionnd que ces conrtposte peuvent fitre utilise comme adjuvants et support pour vacdns, mais sans 
donner de mqjrens de mise en oeuvre. 

50 [0017] Le rfeum§ de l'artide de Mercy et al (Chemical Abstracts, vol.106. n*25, 264. abr^6 n° 209.643 p, 1987) 
concerne I'analyse structurale d'un lipopeptide form^ d'un fragment d'une prot^ine du virus G et du lysine-palmitoyl. 
[0018] Cette analyse de I'^tat de la technique montre done qu'aucune technologie applicable k diff^rents types de 
determinants antig^niques n'a iA.^ mise au point permettant d'obtenir llnduction des lymphocytes T cytotoxiques, avec 
une r^nse iiviuite forte, et ne necessitant pas d'adnvnistration d'adjuvant . 

55 [0019] Lederiandeur a montr^demanieresurprenante que I'on pouvait induire Chez unorganisme hate une r^nse 
des lynphocytes T cytotoxiques contre un antigtoe en immunisant ledit organisms avec un compiexe lipc^epfidique 
contenarrt un des determinants de cet antigene . 

[0020] De mani6re encore plis surprenante, le demandair a montre que cette induction pouvait etre obtenue pour 
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un grand nombre de d^emnnants antig^niques de divers agerrts pathogdnes. 

[0021 ] La pr^sente invention a done pour objist un lipopeptide comprenant une parte peptldique ayant entre 10 et 40 
et pr^6rentiel1enient entre lO et 20 acides aminfe ^ron et comportant au moins un determinant antig^ique . ledit 
lipopeptide comprenant Sgalemerrt une ou plusieurs chalnes ddrivdes d'acides gras conprenant entre 10 et 20 atomes 
5 de cartx>ne et/ou un ou plusieurs groupements st^roTdes, modifite couple sur des fonctions NH^-a ou NH2-£desdits 
acides aminte. 

[0022] Lesdits d6riv6s d'acides gras peuvent 6tre notamment I'acide 2-amino tiexad^canoTque (0,L) de formule (I) 
suivante : 



10 



IS 




-4 



la N-e-palmitoyl-lysine (L) de formule (ll)suivante: 



2S 




- ou son derive de formule : 

30 



35 




la N,N-diplamitoyl-(ysine (L) de formule (III) suivante: 




50 

le pimgiautide de formule (IV) suivante : 

55 
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ou un de leurs d^riv^s. 

[0023] Lesdits groupemerts st^roldes peuvent §tre la N-e-[(cholest-5-6nyl-3-oxy)-ac6tyl]-iy5ine (L) de formule (VI) 
sulvarrte : 




O 



I'adde (cholest-5-§nyl-3-oxy) acdtique de formule (VII) suivante : 
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0 



OH 



5 



10 



ou un de leurs d^riv^s. 

[0024] La padie peptidique peut gtre un fragment de toute protSine issue d'agent pathog^ne pr^entant un d^termi- 
15 nant antig6nique. 

[0025] De telles prot6ines peuvent notamment §tre les prot^ines du virus iHiVI ou l-ll\/2, en particuller la proteine 
cod^e par le gene env. Dans ce cas. on peut de manidre avantageuse utiiiser les fragments 31 2-327 ou 302-336 selon 
la sequence HIV1-BRU ( Hyers, C.A.B. Rabson, S.F. Josephs. TF. Smith and E. VWbng-Staal (Eds.). 1989. Human retro- 
virus and AIDS. Los Alamos Laboratoy 11:59) de cette prot6ine, pour former la molteule oonjugu^e lipopeptidique. 
20 [0026] La pr^ente invention a d'autre part pour objet des vacdns & I'encontre de virus ou de parasites contenant I'un 
des lipopeptides prteMemment dterits , et en particuller des vacdns d I'enoontre des maladies lides aux virus HIV, les- 
dlts vaccins contenant avantageusement un fragment de la prot6ine produit du g6ne env. 

[0027] La pr^sente invention a de plus pour objet des compositions pharmaceutiques contenant une quantity efficace 
d'au moins un des composes pr§c6demment dterlts en association avec un ou plusieurs diluants ou adjuvants compa- 
ss tittles et pharmaceutiquement acceptables Ces compositions sont en particuller destinies au traitement des maladies 
li§es aux virus HIV par induction des lymphocytes T cytotoxiques . 

[0028] La pr6sente invention a encore pour objet {'utilisation des lipopeptides prto&lemment dterits pour llmmuni- 
sation du corps humain ou animal k I'encontre d'agents pathog^nes par induction des lymphocytes T cytotoxiques . De 
tels agents pathogdnes peuvent etre des \nrus ayant une dSpense cytotoxique importante , en particuller les virus HIV1 
30 et HIV2, et certains parasites. 

[0029] Lesdits lipopeptides peuvent aussi etre utilise centre certains cancers afin dinduire une r^nse CTL sptei- 
f ique de certaines cellules tumorales. 

[0030] Les lipopeptides objets de la presents invention peuvent etre obtenus a partir des constituams proteiques et 
pseudolipidiques par des methodes connues de I'homme du metier , en particuller soit par couplage des actdes amines 
35 composant la partie peptidique avec le pseudoHipide immobilise sur une resine, c'est-a-dire par synthese en phase 
solide, soit par couplage du pseudo-lipide sur un peptide immobilise en phase solide. 

[0031 ] II est e remaiquer que les lipopeptides selon I'invention, presentent I'avantage notable de pouvoir etre adaptes 
k I'inductlon de lymphocytes T cytotoxiques diriges corrtre tout type de detenninant antigenique de tout agent patho- 

gene. 

40 [0032] A tiiresubsidiaire la presente invention concerne aussi les intermediairesde synthase suivants: 
I'addee 2-tertiobutyloxycarbonylamino hexadecanoTque (D,L) de formula (VIII) suivante : 



50 




f6 



ss la N-a-teftajtylQxycart>onyl &f)almitoyl-lysine (L) de fomnule (IX) suivante : 
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ou la N-a-fluor^ylm6thyloxycart»nyl E-[(cholest-5-6nyl-3-oxy)-ac^ lysine (L) de formule p(ll) sun/ante: 
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IS 




20 

ou un de leurs d^riv^. 

[0033] La presents invention est illustr^e sans etre aucunement limit^e par les examples d'application suivants dans 
lesquels les figures I et 3 reprSsentent les spectres en HPLC en phase Inverse du lipopeptide V3GP120, 312-327 suc- 
25 cinyl respectivement lors des dectrophor^ses pr^iatives et analytiques . 
[0034] La figure 2 reprteente quant delle son spectre de masse. 

EXEMPLE1. 

30 Synttifeses des r^sidus pseudo-lipldiques ( ou molecules hydrophobes ). 
I. Synthase de I'acide t-bu1yloxycartx>nyi amino-2-hexad^canoTque . 
1.1 Synthtee de I'acide amino-2 h&cadteanolque. 

35 

[0035] 

Fomnule brute : C16H33NO2 
Masse moi^culaire : 271 .44 
«3 Mode op^ratoire : 

Dans un autoclave prealablement nettoy^ k i'ackie n'rtrique 50% et k I'acide phosphorique IO%, on IntroduH 
0,0298 mole d'adde 2-bromohexad6canoTque (lOg) et 100 ml de NH4OH en solution k 28%. Apr^s agitation. 
I'autodave est chauffg k 60°C pendant 15 heures . Le d^riv^ amin^ en formation prddprte dans le milieu r^action- 
nel. Apres refroidissemertt , I'autoclave est lav^ , I'eau diffus^e et I'^anol Sliming. Le melange r6actionnel estfiltr^ 
45 sur verre fritt^ de porositd 4. La difference de solubility des diffdrents produits en milieu 6thanol permet d'^liminer 
les traces d'adde 2-bromohexad^noTque par ringages . 
Quantity de pr6dpit6 obtenu : 4,37 g ; rendement de 54%. 

Remarque : la non solubility du d^riv^ amind a iX& v6rifiye dans de nombreux solvants ( eau, ethanol, adde ac^- 
tique k froid, adde fbrmique 70%. acetate d'6thyle. tDlu6ne, tolu6ne/acytonitrile. acetate d'ythyle/acytonitrile). 
so Parmi tous les essais de solubiiisation testes, seule Taction d'un detergent spedfique ( le trimythylbenzylammo- 
nium hydroxyde) ou de I'acide ac6tique bouillant a dissous le d^rivy amin6. 

Le pr^dpity sedi^ est repris par ISO ml d'adde ac^tique cfiauffy a reflux jusqu'd obtention d'une solution limpide 
jaunatre . Les pigments color^s sont at)Sorbe5 sur charbon vegetal . Apres f atration sur papier f litre pliss^, le derive 
aminy purifiy est obtenu par cristallisation k partir de I'^luat Les cristaux Uancs olMenus sont rycupirte sur verre 
55 fritty de porosity 4, lav^s k I'adde acytique froid avant d'&tre sychys en dessicateur sur P2O5. 
Rendement : 46 % ( le produit ytant sous forme acytate on considyre un PM de 330,48). 

[0036] Le rendement de puriflcalion yquivaut k 8S% 
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1.2. Synthase de I'adde T-butyloxycartx)nyllamino-2-he)cad6canoIque. 
[0037] 

s - Formul9 brute : C21H41NO4 
- Masse moltoulaire: 371 ,557. 
Mode op^ratoire : 

Mise en solution de I'acide amino-2 hexad6canoTque . 

w [0038] A 5 mmoles d'acide amin6 sous forme acetate (1 .655g) sont ajoutes I.I equivalent de "Trrton" (benzyltrlm^y- 
lammonlunnhydroxyde) en solutioh ^ 40% dans ie m6thanor(2.9 ml) ainsi que 100 ml de DMF. Le melange r6actionnel 
est lalss^ sous agitation k temperature amblante jusqu'^ mise en solution complete. Le DMF est alors dvapor^ k la 
pompe k palettes . Le r^du est s6ch6 en dessicateur sur P2O5. 
[0039] Protection de la fonction amine . 

IS [0040] Le r^idu sec est dissous dans un melange consttu6 de 36 ml d'eau , 8 ml de KHCO3 IN et 30 ml d'alcool 
tertlobutyllque. A cette solution, sont ajoutes 2,5 ^uivalents de teitujtyldicailaonate (PM= 218,25). Le pH est ajust^ 
entre 8 et 9 d I'aide d une solution de NajCOs IN et maintenu constant dans les prenti^res heures de rtection. La cin4- 
tique de couplage est contrdlte par chromatograptiie sur couche mince de silice . 

[0041] Apr^s Evaporation sous vide de ralcool tertiobutylique , le produit est repris dans 100 ml d'eau. La phase 
zo aqueuse est actdifi^e ^ pH 3 par une solution d'lHCI IN. Le Boc-acide amin§ est extrait k I'aide d'ac6late d'Ethyle ( 2 x 
100 ml) . La phase organique est Iav6e k I'eau distillde, sEch6e sur Na2S04 anhydre, f ittr^e puis concentrde k I'aide de 
I'^vaporateur rotatif . Le r^sidu huileux est additionnd de 4 ml d'hexane . La cristallisation du Boc-acide amin6 est favo- 
ris^e par refroidissement en chambre froide . Les cristaux blancs sont r6cup6rte sur venre frittE de porosity 4 , lavte k 
I'hexane et sEches en dessicateur sur P2O5. 
25 Rendement : 15 k 18%. 

1.3. Purification et caract^isation. 
1.3.1. Purification. 

30 

[0042] Des recristallisations successives ont permis d'augmenter la puret6 (augmentation du point de fusion) . La 
purification a conduit k une baisse de rendement d'au maximum 2% pour I'acide amin6 hexad6canoique et d'au maxi- 
mum 1% pour I'acide amin6 pnA6g6. 

ss 1.3.2. Caract^risation. 

A.Pointde fusion: 

[0043] 



Produit 


Point de fusion obtenu 


Acide 2-bromohexadecanoique 

Acids amino-2 hexad^noique 

Adde tert-butyioxycarbonyl amino-2 hexad6canoT- 

que 


se'C 
■i44'C 
8S'C. 



so 

B. Chromatooraphie sur couche mince de silice. 

[0044] Les solutions ( ID a 20)il d'une solution k I mgAnI) sont deposees sur couche mince de silice (Merck gel de 
silice 60 sans indicateur de fluorescence). 
ss [0045] L'acide 2-brDmohexadecanPique est mis en solution dans rdthanol , I'acide aminS 2-hexaddcanoTque dans 
I'acide acEtique bouillant. et le ten-l»itylQxycartx]nylamino-2-hexad6canoTque dans le dchtoromdthane . 
[0046] Choix du solvarrt de migration. 
[0047] Les diff6raits syst^es choisis sont : 
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Syst^me A: butanol/ac^e d'6thyl/acide ac^ique/eau dans les proportions volume/volume : 1/1/1/1 . 
Systdme B. actete d'6thyl/|3yridine/acide ac6tique/eau dans les proportions v/v: S/5/1/3. 
S/st^me C: chlorofomie/m6thanol/actde ac^ue dans les proportions vtv : lO/l/o,!. 

s [0048] R6v6lation. 

[0049] AprSs migration, dans le syst^me de solvants appropri^s , les couches minces sont steh6es 15 minutes k 
120°C avant d'etre r6v6l6es apres aspersion d'un r6actif de r6v6lation. 

[0050] - Le r^actif a la ninhydrine sp^cifique des fonctions amines primaires permet la r^^lation de I'adde aming 
j^exaddcanoTque non prot^6 nmis aussi du Boc acide amin^, I'a^ersion d'acide acdtique h 20% suivie d'un s6chage 
10 k 120°C permettant le d^placement du groupement Boc . 

[0051 ] L'aspersion k I'aide d'un r6actif compost de 20g de (NH4}2S04. de 3 ml de H2SO4 et lOO ml d'HgO permet 
la radiation simultan6e des trois produits. Pour cette technique , le sdchage de la chromatographie sur couche mince 
aprte aspersion, est rtelis6 k I'aide d'un ^iradiateur ( resistance en porcelaine avec rayonnement infra-rouge ). 



[0052] 





Produit 


Solvants 


Rf 




Acide 2-bromohexad6canoTque 


Systeme 
A 


0,5 


2S 




Systeme 
B 

Systeme 
C 




SO 


Acide amino-2 hexadteanoTque 


Systeme 
A 

Systeme 
B 


0,82 
0.94 


3S 


Acide tert-ixjtylaxycartjonyl amino-2 hexad^canoT- 
que 


Systeme 
C 

Syst6me 
A 


0 
1 


40 




Systeme 
B 

Systeme 
C 


1 

0,67 



45 

C. La spectrom^rie de masse (PDIt^S BIO-ION 20). Spectre de I'acide tert-butyloxycartwnyl amino-2 hexadecanoTque. 
[0053] 



MM (g) 


(M-H) 


Fragments: 


MMtheorique 
MM exp^rimen- 
tale 


370,557 
370,8 


270 
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[0054] Lion mol^ulaire experimental et I'ion moldculaire th6orique ont une masse identique . L'ion mo16culaire se 
fragmente ; il y a perte du groupement Boc ( pic d 270) . Le pic 296.6 reprteente I'ion de masse 270 additionn6 du 
groupement ON (nitrocellulose). 

2. Synthese du 3-p-(2'cart50xym6thoxy) cholest-5-6ne. 

2.1 . Synthese du tosylate de cholest6ryle. 
[0055] 

Formule brute : C34H53SO3, 

- Masse mol^culaire : 540,83, 

- Mode operatoire : 

Apres dissolution de 25.86 mmoles de cholest6rol (lOg) dans un minimum de pyridine {Sk\0 ml), on ajoute un 
exc6s de chlorure de tosyle (lOg, 52.6 mmoles). Aprte agitation pendant 12 heures. la pyridine est 6limin6e par Eva- 
poration k sec. Le r6sidu est solubilis6 dans 20 ml d'ac6tone k chaud (la temperature est maintenue inf6rieure k 
S5°C pour 6vrter la formation d'une huile ) . On tiltre . Le tosylate de cholesterol est obtenu par cristaliisation k partir 
de l'6luat. Les cristaux blancs obtenus sort Iav6s k rac6tone froid et s6ch6s en dessicateur sur P2O5. 
Rendement : 82 k 85%. 

2.2. Syntli6se du 3p-(2'liydroxy6thoxy)-cholest-5-6ne. 
[0056] 

Formule brute : C29H50O2. 
Masse molteulaire : 430.71. 

- Mode operatoire: 

A 17,5 mmoles de tosylate de cholesteryle (lOg) dissous dans 120 ml de dioxanne. sorrt additionnes 30 ml d'ethy- 
leneglycol (480 mmoles) . Le milieu r6aclionnel est chauff6 k reflux pendant 4 tieures k 120'C. Aprfes refroidisse- 
ment , il est repris dans ISO ml d'eau distill6e . Le d6riv§ alcod form6 est extrait k I'ether difthyllque ( 3 x 200 ml) 
. La phase 6th6r6e est Iav6e,successivemert par du NaHCOa 5% ( 2 x 20O ml) et de l eau distill6e (2 x 200 ml). 
Apres seohage sur Na2S04 anhydre, la solution ether6e est concentree jusqu'e obtention d une huile. Apres addi- 
tion de 4 ml d'hexane. la cristaliisation est amorcee par f rottement et refroidissement en chambre froide (4<'C) . Les 
cristaux blancs sort recup6r6s sur verre fritie de porosite 4 et laves k I'hexane avant d'etre seches en dessicateur 
sur PgOs. 

Rendement : 32 e 34 %. 
2.3 . Synthese du 3p-(2'-carfaoxymethoxy)-cholest-5-ene. 
[0057] 

Formule brute : C29I-I4BP3, 

- Masse moieculaire : 444,69. 
Mode operatoire : 

On realise prealablement la solution oxydarte : celle-ci comprend 2,67 g d'anhydride chromique, 2.3 ml de H2S04 
concentre, le volume etart porte a lO ml avec de I'eau cSstiliee . Le milieu oxydant est ajoute goutte a goutte a 4,66 
mmoles (2g) de 3 p-(2'-hydroxyeihoxy)-cholest-5-ene dissous dans 50 ml d'acetone . L'evolulion de la reaction est 
cortrdiee par chromatographie sur couche mince. La reaction achevee, le milieu reactionnel est repris dans 250 
ml d'eau distiliee . Le derive acide est extrait k I'acetate d'ethyle ( 3 x 200 ml). La phase organique est lavee k I'eau 
distiliee ( 2 x 200 ml), sechee sur Na2S04 anhydre et ooncertree jusqu'a obtention d'une huile . L'huile est addi- 
tionnee de 4 ml d'ether de petrole . On favorise la cristaliisation du derive acide par refroidissemert en chambre 
froide (4''C) . Les cristaux blancs sort recuper6s sur verre fritte de porosite 4, laves k I'aide d'ether de petrole et 
seches en dessicateur sur P2O5. 
Rendement: 29 6 31%. 
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2.4. Purification et caract^risation. 
2.4.1. Purification. 

[0058] Le p-tolu6nesulfonate de cholest^ryle est purifi^ par recristallisalions successives dans I'ac^tone. Le p-(2'- 
hydroxy6thoxy}-cholest-5-6ne et le d6riv6 acide ont tous deux 6t6 purifite par chromatographie sur couclie 6palsse de 
silice. A. Chromatographie sur oouche ^paisse de silice. 

[0059] Les depots sont effectute sur couche ^sse de silice (Merck gel de silice 60 PF 254 avec indicateur de fluo- 
rescence), les tgches 6tant r^v^l^es pardes ultraviolets. 

[0060] Une solution contenant 0.250 mg de produit est d^pos^e sur la plaque de silice, les produits ont tous deux 
dissous dans le dichloromdthane . 



Produit 


Solvanf 


Rf 


3p-(2'-hydroxy6thoxy)-cholest-5-6ne 

3p-(2'-cart30xym6thoxy)-cholesl-5- 

6ne 


Ether de p6trole/Ettier 6thylique Proportions volumeA«>lume:l/l 
Ether de p6tiole/E1her 6thylique/m6thanol Proportions v/v: 
10/10/3 


0,48 
0.52 



[0061 ] Les deux produits ont && extraits de la silice avec du methanol . On oliserve pour chacun des produits une 
perte 6quivalente ^ environ 30% de la quantity d6pos6e . 

2.4.2. Caract6risation. 

A. Point de fusion. 

[0062] 



Produit 


Point de fusion (littera- 
ture) 


Point de fusion 


Parattriuene sulfonate de cholest^- 


131.5°C-132.5"'C 


128''C 


ryle 






3p-(2'-hydraxy6thoxy) 


102''C-104-C 


99°C 


3p-(2'-carboxym6thaKy) cholest-5- 
6ne. 


leO'C-ierc 


157»C 



B . Chromatoaraphie sur couche mince. 

[0063] Les depots (10 d 20 ^1) d une soluUon I mg/ml sont effectute sur couche mince de silice avec indicateur de 
fluorescence (Merck Kieselgel 6OF254). 

[0064] La mise en solution des diff^rents produits est effectu^e dans le dichlorom^thane. 

[0065] Aprte migration, dans le syst6me de solvant appropri6, les couches minces sont s^^ k I'air avant d'etre 
r6v6lees soit par ultra-violet . sort aprte aspeision avec Ha04 ( 20%) et s6chage d Pfetuve (120»C pendant 20 minu- 
tes). 

R^liat: 

Diff brents sy^^mes de solvants. 
[0066] 

Systfeme A: Ether 6thylique/E1her de p^ole dans les proportions volume/volume : 1 /I . 
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Syst^me B: Ether ^thylique/Ether de p^trole dans ies proportions v/v : 1/2. 
Syst^me C: Ether de p^trole/Ether ^hylique/M^thanol dans Ies proportions : S/5/1 . 
Syst6nie D: Ether de p6trole/Ether 6thyliqu6/M6thanol dans Ies proportions vAr: IO/IO/3. 
SyslSme E: Ether de p6trole/Ether 6thylique/M61hanol dans Ies proportions vN: 5/5/2. 
Syst^nie F : Ether dthylique. 



Produit 


Systeme de solvant 


Ftt 


Choiest^ol 


Systeme A 


0,54 




Systeme B 


0,3 




Systeme F . 


0.95 


Paratolu^ne sulfonate de cholestd- 


Systeme A Systeme B Sys- 


0,85 


ryle 


teme F 


0,62 


3p-(2-hydroxydtho)cy)-cholest-5-dne 


Systdme A 


0,41 




Systeme B 


0,24 




Systeme F 


0.9 


3p-(2'-cait)Oxym6thoxy)-cholesl-5- 


Systeme A 


0 




Systeme B 


0 




Systems C 


0,1 




Systeme D 


0,42 




Systeme E 


0.78 




Systeme F Effet de trainde: 


RfO->0,5 



Analyse du 3p-(2'-cart>oxymdthc»(y)-cholest-5-dne. 
100671 



MM (g) 


(M-H)- 


MM thtorlque 
MM exp6rimen- 
tale 


443,69 
443.1 



L'lon mol^culaire experimental et I'ion mol^laire th6orique ont une masse identique. 
D. Resonance maan6tiaue nud^aire du CI 3. 

[0068] L'analyse du spectre du 3p-(2'-cartxixym^axy)-cholest-5-6ne a 6t§ effectuee par comparaison avec le spec- 
tre RMN CI 3 du cholesterol. 

[0069] La mise en solution du cholesterol et du 3B-(2'-cartx»ymethoxy)-cholest-5-ene a 616 teaSsSe dans le chloro- 
ibrme deuter& 
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Spectre du cholesterol. 
[0070] 



Pics 


d(ppni) obtenu 


attribution 


d(ppm)ttiterique 


1 


140,7606 


05 ou 06 


fonction alc6ne: d(ppm) de 100)145 


2 


121.7064 


05 ou 06 




3 


78.5715 


ODOI3 




4 


76.9981 


CDOI3 




5 


75,4010 


ODCI3 




\'k 
22' 


71 ail 




Ibnctions alcanes. 



20 Spectre du 3 p-(2'carboxym6thoxy)-choloest-5-dne. 
[0071] 



Pics 


d(ppm) obtenu 


attribution 


d(ppm)ttiterique 




172,2923 


02' 


fonction acide:d(ppm) de 160 d 185 


2 


139,8394 


05 ou06 


fonction alcene: d(ppin) de lOO & 145 


3 


122,5233 


05 ou 06 


fonction alctoe fonction ^er:d(ppm) de 45 & 

80 


5 


79,2943 


01' 


+ leger d^piacement 


6 


78.5903 


CDCI3 




7 


77,O089 


ODClg 




8 


75,4146 


CDCI3 




9iL 


65dll 




fonctions alcanes. 


31. 









45 [0072] L'analyse6l6rnentairedu3PK2'-cartx]xym6ttioxy)H:holest-5-^neafburnllesr^ltatssulvants: 





Tlieorique 


Otrtenu 


% de cartxine 
% d'hydrogene 
% d'oxyg^e 


78.3 
10,9 
16.8 


76,25 
10.9 
12,5 
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FXFMPLE 2 - Svnthtee des Itoopeptides. 

I Miithode de couplaae de I'adde 2-amino hexad6canoTaue. 

[0073] Le choix des sequences constatites sous fornrie lipopeptidique s'est port6 sur la r^ion 312-327 de la gpiaO 
du virus VIH-I LAV -BRU afin d'dtudler la r^onse T cytotoxique . On a effectu6 3 pr^arations avec cette s^ence. 
[0074] La syrthtee a 6i6 rdallsde en phase solide (MERRIFIELD R.B.. 1963. J. Am. Chem. Soc. 85. 2149-2210). 
[0075] Tous les llpopeptides ont 6ti synth6tisis sur une rteine benzhydryiamine (charg^e k 0,72 millimole/gramme). 
Dans tous les cas . le premier adde amin6 greff^ est I'acide BOC amino-2 hexad^canoTque ( 2 equlvalerrts).Ceci a per- 
mis d'otjtenir des constructions ou I'acide amin6 C-temfiinal est I'adde anvno-2 hexadecanoTque sous forme amide afin 
d'dviter la presence d'une cfiarge d proximity de la chaTne aliphatique hydrophobe. Apres ac^lation par I'anhydride 
ac^ue en milieu basique. afin de bloquer les sites rtectifs libres, on a effectud le divage du BOC N-tenninal puis le 
couplage du premier acide amin^ de la sequence. 

[0076] Toutes ces dtapes ont Mii rtelis^es manuellement, ce qui a permis d'effectuer des contrfiles trte pr^ds des 
couplages de I'adde amin^ pseudollpidique etdu premier adde amin6 sur celui-d. 

[0077] L'activateur de couplage est I'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N-oxytriadim^ylaminophosphonium 
(BOP) en presence d'hydroxybenzotriazole (HOBt) et de diisopropyl^hylamine (DIEA). GrSce k cette m6thode de cou- 
plage tr^s performante, le rendement de ces deux ructions de couplage a toujours §t6 sup^rieur ^ 99,5% malgr^ le 
fort encombrement st^rique du d I'acide BOG amino-2 hexadteanoTque. 

[0078] La suite des syrithtees s'est effectu6e de fagon classique en automatique jusqu'au demier adde arnin^. A ce 
stade la peptidyl-rteine a 6t§ divisde en 3 Pots, trait6s manuellement : 

- I lot a 6ti conserve tel quel; 

- I lot a 616 greffS par I'adde BOC amlno-2 hexad^canofque. 

Le couplage manuel (au BOP) de ce dernier a suivi d'un divage du BOG N-terminal et d'une ac6tylation de tou- 
tes les fonctions amines ainsi d^masquSes . Cela a permis d'^ter la prteence d'une charge k proximity de la 
ChaTne aliphatique hydrophobe de I'adde amin6 pseudolipidique , 

- I lot a 6t6 greff§ par la diBOC. Na.e-lysine. Le couplage manuel ( au BOP) de cette derni6re a suivi d'un divage 
des deux BOC et du couplage manuel de I'acide palmitique ( au BOP). Nous avons ainsi obtenu des peptides pos- 
s^ant une dipalmitoyl-lysine en positon N-termlnale. 

[0079] Ces couplages effedute manuellement ont fait I'objet d'un contr6le 6troit qui a r^v^l^ des rendements toujours 
sup^rieurs ^ 99,5%. Ces r^ultats confirment I'int^rdtde I'utilisation du BOP comme agent activant en synthase pepti- 
dique, surtout pour coupler les addes amines pseudolipidiques ou pour effectuer un couplage sur ces derniers. Les 
iipopeptides synthdtiste ont ensuite &.6 divfe de leur. support . Les llpopeptides d6rw€s de la sequence 312-327 orrt 
6t6 div^s par traitement k I'adde f luorhydrique anhydre. Les rendements de coupure sont assez faibles, compris entre 
40et70%. 

[0080] II existe au moins deux explications k ces valours : 

1) le divage d'un peptide greffd sur une r6sine benzhydryiamine n'est jamais oomplet dans les concGtions usuelles 
de coupure; 

2) la pr^ence de I'acide amino-2 hexadecanoTque. directement en contact avec la r^sine. a certainement amplifi^ 
ce phenomene. 

[0081] Apres deux lavages (TFA-6ther), ridentit6 des llpopeptides a §t6 contr6l6e en analyse d'acide amln6 apres 
hydrolyse acide totaie et , pour certains, en spectrom^ie de masse PDMS. Leur homogeneity a 6t6 v6rifi6e en chro- 
matographie sur couche minche de silice et GLHP en phase inverse analytique. 

II. M6thodes de couolaoe du pim6lautide et du trimfexautide. 

n M6thode de couolaoe du oi mfelautide ( ou du trimfaauBde ) k I'extr6mit6 N-terminale d'un pajtide par le moven d'un ■ 
maillon sucdnyle. 

[0082] Cette m^thode s'applique k la fixation du pimdautide ( ou du trimexautide ) non protege sur un peptide cons- 
truit en phase solide , encore fixe sur la r^sine, et aux chaines lateraies protegees . 

[0083] Le trimexautide et le pim6lautide (RhOne Poulenc) pr^ntent tous deux , deux fonctions carboxyllques libres, 
et une fonction amine primaire Ibre . La cr^tion d'une fiaison amide pred^erminee entre le peptide et le pium^lautide 
( ou le trim&cautlde). ne peut se faire que par utilisation du pim^lautide ( ou de trimexautide) comme partenaire amine . 
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[0084] La succinytation du peptide sur la r^sine permet d'en faire le partenaire carfaoxylique. 
DEPROEECIIQN 

[0085] Le groupement teitoutyloxycarbonyle. qui protege temporairement I'e)dr6mit6 N-terminale du peptide sur la 
r6sine, est cliv6 par I'action d'une solution d'acide trif luoroac6tique d 4C3% dans le dichlorom6thane . pendant 20 minu- 
tes sous agitation. 
[0086] l_a r6sine est Iav6e par : 

deux fois 20 ml de dictilorom^hane, 

deux fois 20 ml de diisopropyl6thylamine i S% dans le dichlorom^ane , 
• deux fois 20 ml de dim^hylformamide (pendant 3 minutes pour chaque lavage ). 

SMCCINYLATION. 

[0087] Elle est r6alis6e en effectuant trois Ibis le couplage par mise en presence de la rSsine de la solution de succi- 
nytation avec ; 

- unquimupleexcted'anhydridesuccinique( solution dS% dans la N-m6thylpyndlidone). 

- de la diisopropyl^lTytamine en quantity stoechiom^que par rapport aux amines de la r^ine (pendant 20 minutes 

sous agitation ). 

ACTIVATION. 

[0088] L'activalionducaiboxylemaintenant present sur la r6sine est r6alis6ede la tagonsuivante: 

[0089] la rdsine est soumise k I'action de la solution activante ( pendant 1 5 minutes a temp^ature ambiante. et sous 

agitation): 

- B.O. P. ( hexaf luorophosptiate de benzotriazolyloxy trisdim6thylamino phosptionium) : 3 exc^ par rapport aux car- 
txncyles, 

- H.O.B.T. ( hydroxytjenzotriazole) : 3 exc6s par rapport aux caitioxyles, 

- diisoprotvl6thylamine : 7 excte par rapport aux cartx>xyles en solution dans la N-m6thylpyn-olidone 
LAVAGE : 

[0090] La solution est lav^e par : 

3 fois 30 ml de dim6tliylformamide, 

- 3 fois 30 ml de dtchloromdttiane. 

COUPLAGE: 

[0091] La r^ne est soumise ^ I'action de la solution de couplage : 

- pimSautide ( ou trim6xautide) : 3 exc6s par rapport a I'ester activ6 dtiydroxybenzotriazole. 
diisopropyl6thylamine ; 3 exces par rapport a I'ester. 

- dimftiiytsuifoxyde IO% 

N - methylpynolidone 90 %: quantity suffisante pour dissoudre le pim^autide ( ou le trimexautide ). 

[0092] La solution saturee est environ a 4% de pim6lautide ou de trimdxautide apres sonication et passage 2 minutes 
^iSO'C. 

2^ Svnthese en phase solide du V3GP120. 312-327 succinvl. 

a^ N-protection du ptm6lautide < ou du trimexautide) par le oroupement tert-butvloxycart>onvle. 



[0093] 500 micromotes de pim^lautide ( ou de trimexautide ) sont dissous dans 10 ml d'une solution tampon caitx)- 
nateO.IMapH9.S. 
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[0094] On ajoute 10 ml d une solution de pyrocarbonate de diterbutyle d lOO tnmoles/l. 

[0095] Un pH comprls entre 9 et 10 est maintenu pendant lOO heures par ajoQt de carbonate disodique. 

[0096] Le milieu reactionnel est ensuite dilu6 par lO ml d'eau et 10 ml d'6ther dl6thylique. et la phase aqueuse lav^e 

est acidif I6e h pH 2.5 par l'hydrog6nosuHate de potassium. 

[0097] Une extraction par lOO ml de dichlorom6thane, suivi d'une 6vaporatlon du solvant ^ I'dvapdrateur rotallf. con- 
duit ^ la cristallisation du Boc-pim^lautide ( ou Boc-trim6xautide). 

[0098] L'incorporation du Boc-pim6lautide ( ou du Boc-trim&cautide ) en synthtee peptidlque en phase sollde g6n6re 
deux Isom^es de position. 



[0099] Le clivage du peptide en fin de synthase est r6alis6 par I'acide f luorhydrique anhydre. 

[01 00] Le peptide est alors purif 16 par gelf ittration et HPLC preparative en phase inverse de type C4. 

[01 01 ] La figure I repr6serrte le spectre d 235 nm de I'HPLC preparative . obtenu sur 20 mg de lipopepBde dissous 

dans HCOOH. 

[01 02] Le lipopeptide obtenu est alors analyst par hydrolyse acide totale. par chromatographie analytique HPLC C4 
et en spectrographie de masse. 

[01 03] La figure 2 reprteente le spectre de masse. On observe un.pic distinc k 2422,2 ce qui correspond i la masse 



[0104] Les figures 3a et 3b reprteentert respeclivemert la chromatographie analytique HPLC C4 du lipopeptide et 
du t^moin sans lipopeptide. 

[01 05] Les conditions de la chromatographie sort les suivantes : 

solvant (A) : trifluoroac^tate k 0,5%o. 
gradient : solvant B: ac6tonitrile 0,7S%. 
trif luoroac^tate k O,S%0. 
gradiant de 10% & 80% en 1 20 mn. 
mesure ft une longueur d'onde de 21 5 nm. 

Lore de I'hydiolyse adde totale, I'acide diamtnopim^lique (Dap) pr^sert dans le pim6lautide et le trim^xautide constitue 
un bon marqueur du couplage. 

R6suHats de I' twdrolvse aside totale 

[0106] 



Aminoacides 


nanomoles 


mesure 


ttieorique 


mesur6/lh6orl- 
que 


Thr 


3.2500 


0.97 


1 


0.97/1 


Glu 


7.1000 


2.11 


2 


1.06/1 


Pro 


3.1800 


0.95 


1 


0.95/1 


Gly 


I0.3500 


3.08 


3 


1.03/1 


Arg 


6.6900 


1.99 


2 


1.00/1 


Val 


3.3900 


I.OI 


1 


1.01/1 


He 


9.5800 


2.85 


3 


0.95/1 


Phe 


3.3500 


1.00 


1 


1,00/1 


Lys 


3.5200 


I.05 




\.05A 


Arg 


9.9200 


2.95 


3 


0.98/1 


Dap 


3.500 


I.05 




1.05/1 
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EXEMPLE 3 

Immunisation k I'encontre du peptide NP 147-158. 
5 [0107] Les immunisations deseouris sent effectutesconvnesuH: 

Immunisations: 

[01 08] Lbs souris ont 6t6 inject6es avec les preparations de lipopeptWes par voie intrap6riton6alle ( i.p.) ou par voie 
10 sous-cutan6e (S.C.), avec ou sans adjuvant . 

[01 09] II faut au moins deux Injections ( e^c6es de 8 d 30 jours) pour obtenir des CTL. 
[0110] Chaque injection contlent 5 x \Or^ mole de iipopeptide. 

Detection des CTL 



[01 11 ] 8 6 21 jours apr^s la derni^re injection, la rate des souris immunise a 4it^ pr^lev^e, les spl^nocytes de ces 
souris ont 6t6 cuttivfe in vitro a raison de 5 x lO^ spl6nocytes/2 ml de milieu de culture classique (DMEM + 10% Fes + 
pyruvate -t- addes aminte non essentiels + p-2-Mercapto^hanol) contenant 5|iM du peptide correspondant d celui 
impliqu^ dans la construction lipopeptidlque. 
20 [01 1 2] A partir du 56me jour de culture in vitro, I'activitd des CTL peut etre d^ectte par le test classique de relarguage 
de 5^Cr. ( Martinon et al. J. Immunol.. 142; 3489-3494, 1989). 

[01 1 3] L'aotivit6 des CTL est test6e k I'encontre de cellules dbles syng6niques en presence du peptide (NP 1 47-1 58 
R", P3CSS Pep.NP, ou LI-Pep.NP) ou I'encontre de cellules cities infect^es par ie virus influenza A. 
[0114] Les r^sultats obtenus sont resumes dans le tableau I. La premiere partie du tableau concerne des r^sultats 
2s d6\k obtenus. avec le virus influenza total, la prot6ine NP 147-158 R du virus influenza et le Iipopeptide P3 GSS- 
PEPNP, qui est compost du peptide NP 147-158 coupl6e d la tripalmitcyt S-glyc6rylcystSnyle-s«ryle-serine (DERES 
et al. pr6c6demment dt6 ) . 

[0115] ' La seconde partie du tableau concerne d'une part les essais d'immunisation effectute avec des liposomes 
contenant le peptide NP 1 47-1 58, et avec des lipopeptides U, L2 et L3. Ces lipopeptides sont des moltoules corrtenant 
30 respectivement une partie peptidique (NP 147-158) et une partie lipidique. Les lipopeptides LI, L2 et L3 ont done les 
formules suivantes : 



IS 



NHj-TYOR I RALVTG-CO-NH-CH-CO-NH2 




35 



C14 



45 



SO 



ss 
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-CO-\'H CH-CO-NH-TYQRTRALVTG-CO- NH-CH-CO-Mhl2. 



CO-NH CH-CO-N'H-TYORTRALVTG-CO-NH-CH CO-NHj, 
■ NH-CO 



C15< 



C14 



Clo 



[01 1 6] Les activity cytolytiques apres 5 jours, 12 jours et plus de 21 jours montrent que I'on obtient une tres forte 
activity pour le lipopeptide LI compare aux autres essais effectufe. 

EXEMPLE 4 

IrrniufMsalion oar C y C&. et CBo a rencontre du peptide ENV 312-327. 



[01 1 7] Ce peptide est un fragment de prot^ine. cod§ par le g^ne env du vims HIV. 
[01 1 8] Les protocoles exp^rimentaux sont identiques a ceux droits dans I'exemple 3. 
[0119] Le tatjieau II resume les r^ltats otitenus. 

[0120] Dans ce tableau, CBv CBg et CB3 conrespondent k des lipopeptides formfe a partir du peptide issu de la pro- 
line ENVetd'unlipide. 

[0121 ] Les fonnules de CB^ . CBg et CB3 sont les suivantes : 
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NHa-IRIQHGPGRAFVTIGK-CO-NH-CH-CO-JJH, 

5 

CBx 

10 
IS 
20 

CHj-CO-NH-CH-CO-NH-IRIQRGPGRAFVTIGK-CO-NH-CH-CO-NHa 

25 
30 

CBa 

35 
40 
45 
SO 
SS 
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CO-NH-CH-CO-NH-IRIQRGPGRAFVTIGK-CO-NH-CH-CO-NHa 





[0122] Les r^ltats du tableau II montrent une activity importante pour I'un des lipopeptldes (CB^). 

EXEMPLE 5: 

Immunisation k I'encontre du peptide ENV 302-335. 

[0123] Ce peptide est le fragment 302 k 335 de la protiine ENV du virus HIV. 
[0124] Les protocoles exp^rimentaux sont Identiques a ceux dtoits dans I'exemple 3. 
[0125] Les r^ltats sont figure dans le tatiteau III. 
[0126] Les fbrmules des llpopepttdes CBe, CBy et CBs sont les suivantes: 
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NHa-TRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTlGKlGNMRQAH-CO-NH-CH-CO-NHa 



csi -co-!iM-cii-c&-WH-rRPWK!f;ai<gin:e»oewvTiex:ei»Ki»oMi-c3- s«-cs-co-mh j 




[0127] On remarque dans le tableau III que les deux lipopeptides CBg et CB7 montrent des activity cytolytiques trte 
sup^eures au t^moln. 
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■ CB^.CBg CB v7. CBj9.CBg3 ^ et 0% t 



tide ENV 312-327. 



[0128] Les protocoles exp^rimerrtaux sont sensiblement identiques k ceux dterits dans Texemple 3. 

[0129] Le tableau IV reprend les r6sultats obtenus. 

[0130] La formuie de CB1 est indlqu^e dans rexemple 4. 

[0131] Les formules de 064,085 CB^y, OB.,9. CB^^ et CB^ sont les suivantes : 



J- 

om i 



com oooH 



(;B 5 = R = — CO— (CH2)2— CX)NH— IRlQRGPGRAFVnOK— OH 
CB 19= K=—(y>-<:ii2—imr-<X}—iCHi>2-^ 
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^CONH GiONH COR 



HjNOC OONH 
HjN— H2C -CO^ra COR' 



CB 21 Mfiange de A : R » OH 

R" e NH— ntlQROPGRAPVTlOK— OH 



3 : R - NH— miQRaPORAFVTlOK— OH 
R*-OH 



HCO-(CH2)i4— CH3 



H— TRPNNNTRKSIRrQROPORAPVnOKIONMRQAHr-CONH CONH.2 



f\HCa-(CH;t>,4-CH3 
H— rRlQROPGRAFVTlGK— CO— NH CONHj 
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CBi7 




[0132] L'extr6mrt6 C-terminale de la skiuence 312-327 de la protilne GP 120 de HIV-1 (LAV-BRU) est sous forme 
carboxyllque . Un aclde a amino hexad^canoTque rac^mique a 6t6 0x6 sur la region N-termlnale . La Ibnction N-terml- 
nale est sous Ibrme amine. 
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TABLEAU I 



IMMUNISATIONS ANTI-PEPTIDE NP 147-1 58R (Virus Influenza) 


Injection in vivo 


Stimulation in vitro 


Cit>le 


Activity cytolytique 








j5 


j12 






NP 147-158 R' 


NP 147-158 R*(a) 












Virus Influ.(b) 






(+) 


Virus Influ. 


"NP.147-158R" 


NP.147-158R" 


(++) 


(++) 


(+++) 






Virus Influ. 


(++) 


(++) 


(+-H-) 


NP.1 47-158 R" 


NP.147-158R" 


NR147-158R 


(-) 










Virus Influ. 


(-) 








Virus Influ. 


Virus Influ. 


(-) 






PgCSS-Pep-NP 


NR147-158R- 


NR147-158R" 


(++) 










Virus Influ. 


(++) 










PSCSS-Pep.NP 


(++> 






LIPOSOME-Pep.NP(c) 












[1XS.C. Syntax] 


NR147-158R- 


NR147-158R- 








Pxi.p.] 


NR147-158R- 


NR147-158R- 








[2x s.c. Syntex] 


NP147-158R" 


NP147-1S8R' 




++ 




[2xi.p.] 


NR147-158R- 


NR147-1S8R- 








LIPOPEPTIDES- 












Pep.NP. 












L1-Pep.NP.[2xi.p.] 


NR147-158R 


NR147-158R- 












Virus Influ. 












L1-Pep.NR 








L2-Pep.NR [2x i.p.] 


NR147-158R- 


NR147-158R- 












Virus Influ. 












LI-PepNR 








L3-PEP.NP.[2xi.p.] 


NR147-158R- 


NR147-158R- 












Virus Influ. 












L1-Pep:NR 








Les rteuttats entre parer 


ithtees sont d6jd putilite. 






(a) cellules cililes syng^niques en presence de 3)iM de p^ide NP 


147-158R- 




(b)cellules dbles syng^niques infecttes par un 


virus influenza A 






(c) riposomes charges en peptide NR147-1S8 FT 







ss 
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TABLEAU II 





IMMUNISATIONS ANTI-PEPTIDE ENV.312-327 (HIV-BRU) 


5 


Injection In vivo 


Stimulation in vitro 


Cible 


Activity cytolytique 










j5 


j12 


2j21 




0 


ENV.312-327 


ENV.31 2-327(8} 








10 


Vac-env 


CB1 

ENV.312-327 


\/kc-env(b) 

ENV.312-327(a) 

ENV312-327(b) 


(■H-) 




-(?) 


IS 






Vac-env (b) 


(++) 






ENV.312-327 


ENV.312-327 


ENV.31 2-327(a) 
Vac-env (b) 








20 


LIPOPEPTIDES- 
ENV.31 2-327 














CB1tlxi.p.l 


ENV312-327 


ENV312-327(a) 










CB1[2xi.p.] 


ENV3 12-327 


ENV.31 2-327(a) 
Vac-env (b) 








2S 


CB1 [Ixs.c.Syntex] 


ENV.312-327 


ENV312-327(a) 










CB1 [2x s.c.Syntex] 


ENV.312-327 


ENV312-327{a) 








30 


CB2[2xl.p.] 
CB3[2xi.p.] 


ENV.312-327 
ENV.312-327 


Vac-env (b) 
ENV312-327(a) 
Vac-env (b) 
ENV312-327{a) 
Vac-env (b) 








3S 


(a) cellules cibies syng^niques en presence de 3|iM de peptide ENV 312-327 

(b) cellules dbles syng^niques infect^es par un virus de.la vaccine permettant I'expression du 
VIH. 


gene env. du 



45 



50 
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TABLEAU III 





IMMUNISATIONS ANTI-PEPTIDE ENV.302-335 (HIV BRU) 




Injection In vivo 


Stimulation in vitro 


Activity cytolytlque 










j5 


j12 


2j21 




ENV.302-336 


ENV.302-336 










10 




ou 

ENV.31 2-327 


ENV.312-327(a) 










LIPOPEPTIDES- 
ENV.302-335 












IS 


CB6[2xi.p.] 


ENV.302-336 
ou 

ENV.31 2-327 


ENV.31 2-327(a) 
Vac-errv (b) 








20 




ENV302-336 










CB7f2xl.p.] 


ou 

ENV.31 2-327 
ENV302-336 


ENV.31 2-327(a) 

Vac-env (b) 








25 


CBS[2xi.p.] 


ou 

ENV31 2-327 


ENV.31 2-327 (a) 
Vac-env (b) 








SO 


(a) cellules cibles syng^niques en prteence de 3}iM de peptide ENV 312-327 

(b) cellules cibles syng§niques infect6es par un virus de la vaccine permettarrt I'expression du { 
VIH. 


6ne ENV du 



TABLEAU IV 





Immunisations anti-peptide ENV. 312-327 par CB^. CB4, CB5, CB^y.CB^g.CBzi et 
CB25 


40 


Injection In vivo 


Stimulation in vitro 


Cible 


Activit6 cytotoxtque 










<J14 


<J21 




CB1 (2x S.C. ' 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 






45 






CB1 








CB4 ( 2x i.p.) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 






50 


CB17(2xi.p.) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 








CB19(2xi.pL) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 






55 


CB21 (2xl.p.) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 
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TABLEAU IV (sufte) 





Immunisations anti-{ 


eptide ENV. 312-327 par CB,. CB4. CB5. CBiy.CBig.CBa, et 
CBz5 


5 


Injection in vivo 


Stimulation in vitro 


Cible 


Activity cytotoxique 










<J14 


<J21 


10 


CB25 { 2 X i.p.) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 




NT 


CB25(2xi.p.FIA) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 


" ++ ' 


NT 


IS 


CB25(3xi.p.} 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 




NT 




CB25(3xi.p.F!A) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 




NT 


20 


CB25( 2x8.0.) 


ENV.312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 




NT 




CB25 ( 2 X s c. FIA) 


ENV 312-327 


ENV3i2"-327 
Vac-ENV 




NT 


25 


CB25(3xs.C.) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 




NT 


30 


CB25 (3 x S.C. FIA) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 




NT 




CB5(2xi.p.) 


ENV 312-327 


ENV 312-327 
Vac-ENV 


++ 


+++ 



35 Revendications 

1. Lipopeptide comprenant une partie peptldlque ayant entre 10 el 40 acides amines environ et pr6f6rentiellement 
entre 1 0 et 20 acides aminte environ et comportant au moins un d^terminarrt antigenique 1 nduisant specif iquement 
des lymphocytes T-cytotoxiques, ledK lipopeptide comprenant une ou plusieurs cttatnes d^riv^es d'addes gras 

40 comportant de 10 d 20 atomes de carbone choisis parmi (1) I'acide 2-aminohexad6canoTque. (2) le pim^lautide et 
(3) le trim&cauiide, et/ou un ou plusieurs groupements st^oides modifies et couples sur des fonctions aNH2 ou 
eNH2 desdits acides anting 

2. Lipopeptide selon la revendication 1 . caract^rise en ce que le groupement stride est la N-E-[(ctiolest-5-6nyl-3- 
4S oxy)-ac6tyl]-lysine ou I'un de ses d^rivte. 

3. Lipopeptide selon la revendication 1 , caract^risS en ce que le groupement st^roTde est I'acide ctiolest-5-6nyl-3-oxy 
ac^ue ou I'un de ses d6riv6s. 

so 4. Lipop^de selon I'une des revendications 1 k 3. caract^s^ en ce que la partie p^cfique est un fragment d'une 
prot6ine comprenant au moins un determinant antigenique des virus HIV1 ou H1V2. 

5. Lipopeptide selon la revaidication 4. caracterise en ce que la partie peptidique est un fragment de la proleine 
codte par le g6ne ENV et en particulier le fragmoit 312-327 ou le fragment 302-336 

55 

6. Vaccin h I'encontre d'un agent pathogtee contenant I'un des lipopeptides selon I'une des revendications 1 k 5. 



7. Vaccin selon la revendication 6 k I'encontre des maladies liees aux virus HIV, caract^s6 en ce qu'il contient un ou 
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des lipopeptides selon I'une des revendications 4 et 5. 

8. Utilisation d'un lipopeptide selon I'une des revendications 1 ci 5 pour la fabrication d'un m^icament pour rimmuni- 
saton du corps humain ou animal k I'encontre d'un antigene. par induction de lymphocytes T-cytotoxiques. 

9. UtiSsation d'un lipopeptide selon I'une des revendications 1 k 3 pour la fabrication d'un mMicament destine k 
I'immunisation du corps humain ou animal k I'encontre de cellules tumorales. 

10. Utifisation selon la revendication 8. caract6ris6e en ce que le mMicament est desiin6 k I'immunisation du corps 
humain ou animal k I'encontre d'agents pathog^nes. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caractSris^ en ce que les agents pathog^nes sont des vims. 

12. Utifisation selon la revendication 11. caract^riste en ce que les agents sont les virus HIV1 et HIV2. auquel cas 
rimmunisaeon est effectu^e k I'aide des lipopeptides selon I'une des revendications 4 ou 5. 

13. Utilisation selon la revendication 10. caract^risSe en ce que les agents pathog6nes sont des parasites. 

14. Composition pharmaceutique, caract^iste en ce qu'elle contient une quantity efficace d'au moins un lipopeptide 
selon I'une des revendications 1 & 5 en association avec un ou plusieurs diluants ou adjuvants connpatibles et phar- 
maceutiquerrient acceptables. 

1 5. Composition selon la revendication 1 4. caract^riste en ce qu'elle est destinte au traitement des maladies li^es aux 
virus HIV, par induction des lymphocytes T-cytptoxiques. 

16. Composition selon la revendication 14, caract^riste en ce qu'elle est destin^e au traitement de certains cancers, 
par induction de lymphocytes T-cytotmdques. 



40 
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